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Vyzrédlé T-lymfocyty diferencuji pod vlivem urcitych faktori ve§ funk¢né odliSné subsety, které se liSi produkei rozdilnych
spekter cytokintll. Vychozi populace naivnich T-lymfocytl se oznacuje ThO, které mohou diferencovat, zpravidla pod dlouhodo-
béjSim vlivem mikrobidlnich antigenil, do Th1 subsetu; po stimulaci nebakteridlnich a nevirovych antigent (¢asto enviromentél-
niho pilivodu napf. alergentt) do bunék Th2 subsetu a kone¢n€ mohou diferencovat do Th3 subsetu. Mimo specifickou antigenni
stimulaci je pro vyzradvani ThO bunék urcujici cytokinové prostiedi. Lymfocyty Th1 subsetu hraji dlohu pfedevsim v bunééné
cytotoxicité, pro jejich vyzravani je nezbytna pritomnost IL-12, IL-18, IL-1, a IFNy, a vysledkem je pak produkce cytotoxickych
medidtora jako je IFNy, IL-2 a TNF. Th2 lymfocyty hraji tlohu pfi regulaci tvorby protilatek, pro vyzravani do tohoto subsetu je
nezbytnd piitomnost IL-13 a IL-4. Th2 buiiky pak produkuji IL-4 (produkce protilatek), IL-5 (diferenciace eozinofilit), G-CSF(dife-
renciace granulocytt), IL-6 (hepatocytarni produkce bilkovin akutni faze) a také IL-2. Th3 butiky maji regula¢ni alohu protiza-
nétlivého az imunosupresivniho charakteru tlumici aktivitu Th1 bunék produkci IL-10 a TGFf.

Prace tykajici se Th1/Th2 imunitni odpovédi v onkologické problematice poskytuji vice otdzek nez odpovédi; Th1/Th2 pomér
se Casto hodnoti jako pomér mezi CD4+ lymfocyty exprimujicimi IFNy a IL-4. Takto zji$t€ny zvySeny Th1/Th2 pomér byl demon-
strovan jako negativni prognosticky faktor u pacientt s rakovinou plic. Naopak posun k proti-zanétlivé/imunosupresivni sloZce
imunitni odpovédi podle jiné studie prispivd k progresi metastiaz hepatoceluldrniho karcinomu a sniZeni poctu Th1 lymfocytd a
Thl cytokint bylo také zachyceno u pacientl s kolorektdlnim karcinomem, pfi¢emz s progresi nemoci se redukce Th1 slozky
imunitni reakce prohlubovala. Proti-zanétlivd aZ imunosupresivni slozka v podobg zvysSené exprese IL-10 je spojovédna s rizny-
mi malignimi onemocnénimi jako je maligni melanom, karcinom ledvin a kolorektdIni karcinom, a je popisovana jako negativ-
ni prognosticky faktor odpovédi na 1éCbu, i kdyZ existuji prace oznacujici IL-10 za supresor niddorového rlstu a metastaz.

Jeden z pristupt jak vySetfovat rovnovdhu mezi Th1 a Th2 sloZkami imunitni odpovédi je multiplexové stanoveni cytokint
ve vzorcich télnich tekutin imunoanalyzou pomoci pritokové cytometrie. Pro naSe ucely jsme pouZili systém FlowCytomix Mul-
tiplex human Th1/Th2 Kit IT (Bender MedSystems), ktery umoziiuje soubéznou (v jedné zkumavce) detekci 10 cytokinti (IFNy,
IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa, IL-12p70). Principem testu je interakce cytokinu s protildtkou navdzanou na
mikrosféru (kulicku) o urcité fluorescenci. Hladina cytokinu je pak stanovena jeho interakci s biotinylovanou protildtkou, ktera
je dile znaCena streptavidinem-PE. V systému je tedy 10 riznych typt kulicek tj. 2 velikosti 5 rGznych fluorescenci, které nein-
terferuji s fluorescenci PE. Hladina jednotlivych cytokinl se odecitd z kalibra¢ni kiivky pro piisluSny analyt.

Z technického hlediska jsme v prvni fazi zjiStovali vhodnost riznych biologickych materidlll pro stanoveni, detekéni rozme-
zi a variabilitu mezi jednotlivymi méfenimi. Porovnéni periferni krve, séra a plazmy (Li-Heparin) ukdzalo 1/ jednoznacné nej-
nizsi vytézek v ptipad¢€ séra, 2/ variabilni vytéZek pro jednotlivé analyty pii srovnini plazma s periferni krev. Dale jsme se zamé-
fili na porovnéni plazmy Li-Heparin a citrdtové plazmy z hlediska reprodukovatelnosti signdlu s mirné lep§im vysledkem pro cit-
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ratovou plazmu. Detek¢ni rozmezi stanovené na souboru pacientek s karcinomem prsu v dobé pred zahdjenim chemoterapie bylo
napftic paletou cytokinil 0.0 pg/ml — 38.0 ng/ml, pficemZ pouze IL-8 byl detekovan u vSech pacienti a ostatni analyty vykazova-
ly v tomto souboru pacientll zna¢nou variabilitu od nulovych hodnot po desitky ng/ml. Soubézna kvantifikace cytokini pomoci
priatokové cytometrie je mozna v riiznych biologickych materidlech, kdy je ovSem variabilni a patrné vyrazné ovlivnéna degra-
da¢nimi procesy. Reprodukovatelnost vysledki je pomérné dobra na trovni miry fluorescence, ale stanoveni koncentrace nékte-
rych cytokint méa horsi reprodukovatelnost v zavislosti na typu kalibracni kfivky.

Z hlediska studia protinddorové imunity si od multiplexovy zplsobu detekce slibujeme vytipovéni a sledovani urcitych cyto-
kit v kontextu pritbéhu onemocnéni (napt. IL-10) a zhodnoceni poméru mezi Th1 a Th2 imunitni odpovédi a zastoupenim imu-
noregula¢nich bunéénych subtypt hrajicich patrné dlohu v pribéhu onklogickych onemocnéni, napt. NK-T buriky a regulacni T-
Iymfocyty.

Tato prdce byla podporena Vyzkumnym zdmérem grantem ¢. MZ000209805.
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